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Verfahren zur Markierung von festen, flussigen und gasformi- 
gen Substanzen 

Die Erf indung ■ betrif f t ein Verfahren zur Markierung von fe- 
5 sten, flussigen und gasf5rmigen Substanzen. 

Nach dem Stand der Technik sind verschiedene Verfahren be- 
kannt, bei denen zur Markierung Nukleinsauresequenzen benutzt 
werden. 

10 

Bei dem aus der WO 90/14441 bekannten Verfahren wird eine t/ 
vorgegebene spezifische Nukleinsauresequenz amplif iziert und 
anschlieEend identif iziert . - Sine komplexe Markierung nach 
Art eines Codes ist dairtit nicht realisierbar . 

15 

Bei der WO 94/04918 wird zur Markierung einer Flussigkeit ei- </ 
ne an einen Partikel gebundene Nukleinsaure benutzt. Die Nu- 
kleinsaure wird amplif iziert und z.B. mittels einer radioak- 
tiven Markierung identif iziert . 

20 

Bei dem aus der WO 95/02702 bekannten Verfahren werden ver- 
schiedene Nukleinsauren in Kombination mit verschiedenen Par- 
tikeln verwendet. Damit la£t sich ein komplexer Markie- 
rungscode erzeugen. Zur Identif izierung werden die Nuklein- 
25 sauren mittels PCR, ggf * in Kombination mit einer Sequenzie- 
rung, amplif iziert . Zur Identif izierung des Codes ist weiter- 
hin eine Identif izierung der Partikel und eine Kombination 
mit den aus den Identif izierungen gewonnenen Informationen 
erforderlich. 

30 

Die US 5,656,731 beschreibt eine Markierung von Antikorpern '/ 
mittels Nukleinsauren. Das Vorliegen des gesuchten Antikor- 
pers wird nach einem vorhergehenden SelektionsprozeS anhand 
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eines Nachweises der Nukleinsaure vorgenommen . Die Nuklein- 
saure wird dazu amplif iziert . 

Eine Markierung von polymeren Substanzen ist in der US y 
5 5,708,153 beschrieben. Dabei wird gleichzeitig mit der Syn- 
these der polymeren Substanz eine die Synthese protokollie- 
rende Nukleinsaure synthetisiert . Zur Identif izierung der Zu- 
sammensetzung der polymeren Substanz wird die Nukleinsaure 
amplif iziert und secjuenziert . 

10 

Die bekannten Verfahren sind kosten- und zei tauf wendig . So- 
weit eine Sequenzierung zur Identif izierung der Markierung 
erforderlich ist, ist die Benutzung eines komplexen Markie- 
rungscodes oder die Identif izierung einer Markierung aus ei- 
15' ner Vielzahl von Markierungen nur mit aufeersten Schwierigkei- 
ten moglich. 

Aufgabe der Erfindung ist es, ein Verfahren anzugeben, mit 
dem eine Vielzahl von Substanzen eindeutig markiert sowie 
20 schnell und kos tenguns tig identif iziert werden konnen. 

Diese Aufgabe wird duch die Merkmale des Anspruchs 1 gelost. 
Zweckmafeige Ausgestaltungen ergeben sich aus den Merkmalen 
der Anspriiche 2 bis 21. 
25 

Nach Ma£gabe der Erfindung ist ein Verfahren zur Markierung 
und Identif izierung von festen, flussigen und gasformigen 
Substanzen vorgesehen, wobei zur Markierung aus einer ersten 
Gruppe vorgegebener jeweils einen Markierungssequenzabschni tt 
3 0 aufweisender Nukleinsauresequenzen mindestens eine ausgewahlt 
und zur Substanz hinzugefugt wird, 
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wobei zur Identif izierung eine zweite Gruppe weiterer Nu-. 
kleinsauresequenzen vorgesehen ist, die jeweils einen zu ei- 
nem der Identif izierungssequenzabschni tte komplementaren 
Nachweis«equenzafoschni tt aufweisen , 

5 

wobei erste Schmelzpunkte von aus den Identif izierungsse- 
quenzabschni t ten mit den dazu komplementaren Nachweissequenz- 
abschnitten gebildete Hybride sich um hochstens 5° Celsius 
voneinander unterscheiden und 

10 

zweite Schmelzpunkte von aus den Identif izierungssequenzab- 
schnitten und Nachweissequenzabschnitten gebildete nicht 
vollstandig komplemen tare Hybride um mehr als 5 Grad Celsius 
niedriger sind als der niedrigste der ersten ^Schmelzpunkte 
15 und 

wobei zur Identif izierung die aus der - .ersten Gruppe ausge- 
wahlte/n Nukleinsauresequenz /en mit den weiteren Nukleinsau- 
resequenzen der zweiten Gruppe unter vorgegebenen Hybridisie- 
2 0 rungsbedingungen in Kontakt gebracht und die Hybridisierung 
nachgewiesen wird. 

Das Verfahren kann einfach, schnell und kos tengunstig durch- 
gefuhrt werden. Es ist moglich, samtliche zur Markierung ver- 
25 wendeten Identif izierungsabschni tte in einem einzigen Reakt- 
ionsansatz zu amplif izieren und zu identif izieren . 

Unter Nukleinesauresequnez werden hier sowohl einzel- als 
auch doppelstrangige Sequnzen verstanden, die im wesentlichen 
30 aus Nukleinsauren bestehen. 

Nach einem Ausgestaltungsmerkmal befindet sich der identifi- 
zierungssequenzabschnitt zwischen zwei Primerbindungssequenz- 
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abschnitten. - In diesem Fall kann die Nukleinsauresequenz 
einzelstrangig sein. Sine Amplif ikation ist beispi elsweise 
mittels der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) einfach moglich. 

5 Nach einer weiteren Ausgestaltung weisen jeweils zwei Nu- 
kleinsauresequenzen einen Teilabschnitt eines gemeinsamen 
Identif izierungssequenzabschnitts an ihrem 5 1 -Ende auf und an 
den Teilabschnitt ist ein Primerbindungssequenzabschni tt g£~ 
bunden. Bei dieser Ausgestaltungsf orm ist der Identif izie- 
10 rungssequenzabschnitt zunachst nicht vorhanden, sondern wird 
erst wahrend der Amplif izierungsreaktion erzeugt. Vorteilhaf- 
terweise sind dabei die Tei labschnitte teilweise komplementar 
zueinander. - Das erhoht die Sicherheit der Markierung. 

15 ZweckmaiSigerweise weisen die Primerbindungssequenzabschnitte 
den gleichen Schmelzpunkt auf. Das ermoglicht eine gleichzei- 
tige Amplif izierungsreaktion der Nukleinsauresequenzen in ei- 
nem einzigen Reaktionsansat: z . 

20 Die Nukleinsauresequenzen konnen, vorzugsweise mittels PCR 
und unter Verwendung f luoreszierender Primer, amplifiziert 
warden. Zur Verbesserung der Stabilitat der Markierung ist 
vorteilhaf terweise vorgesehen, daS die Nukleinsauresequenzen 
an mindestens einem Ende mit einem Stoff verbunden sind, wel- 
25 cher einem durch Exonuklease bedingten Abbau entgegenwirkt . 

Zur Erzeugung komplexer Markierungen konnen die Nukleinsaure- 
sequenzen mit einer spezifischen Kopplungsgruppe versehen 
sein. Die Kopplungsgruppe kann aus der folgenden Gruppe aus- 
3 0 gewahlt sein: Biotin-, Amino- , Thiol-Gruppe oder Hapten. Mit- 
tel der Kopplungsgruppe kann die damit versehene Nukleinsau- 
resequenz spezifisch gebunden und/oder ggf . auch identif i- 
ziert werden. 
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Zur Identif izierung konnen auch weitere Primerbindungsse- 
quenzafosefanitfee verwendet -werden . Jeder * Primerbindungsse- 
quenzabs.chnitt kann anhand einer daran gebundenen spezifi- 
5 schen fl-uorophoren Gruppe eindeutig identif iziert werden. 

Zur weiteren Erleichterung der Identif izierung kann an die 
Nukleinsauresequenz ein eine fluorophore Gruppe tragendes Mo- 
lekiil gebunden sein, 

10 

Insbesondere bei Verwendung identischer Identif ikationsse- 
quenzabschnitte konnen zur Identif izierung kpnnen auch weite- 
re Primerbindungssequenzabschnitte verwendet -werden . Jeder 
der Primerbindungssequenzabschnitte kann anhand einer daran 
15 gebundenen. spezifischen f luorophoren: . Gruppe eindeutig identi- 
fiziert werden. 

Als zweckmafeig hat es sich erwiesen, die Nukleinsauresequenz 
an die Substanz zu binden und als Substanz einen der folgen- 
20 den Stoffe zu verwenden: Antikorper, Lektine, Rezeptoren, Nu~ 
kleotid-Sequenzen, PNA-Sequenzen , Peptide, Proteine, Zucker, 
Liganden. Als besonders vorteilhaft wird es angesehen, die 
Nukleinsauresequenzen an Partikel zu binden oder darin einzu- 
schlieiSen. Die Partikel konnen eine Gro£e von 30 nm bis 3 mm 
25 aufweisen. Sie sind vorteilhaf terweise Silica-, Polystryol-, 
Polyvinylchlorid- , Polyethylen, Nylon- oder Glasmilch- 
Partikel. Das Partikel kann aber auch ein virales Kapsid oder 
ein virus-like-Partikel sein.- Die Verwendung von Nukleinsau- 
resequenzen tragenden Partikeln ist besonders vorteilhaft, 
3 0 weil aufgrund der GroSe der Partikel eine Sortierung und Iso- 
lierung beispielsweise in einem Partikel-Sortierer moglich 
ist. Das Partikel kann als Trager einer Markierung an die zu 
markierende Substanz gebunden sein. 
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Zur Identif izierung hat es sich als vorteilhaft erwiesen, da£ 
jede der weiteren Nukleinsauresequenzen an einem vorgegebenen 
Ort einer festen Oberflache, vorzugsweise auf einem Chip, ei- 
5 ner Mikrotiterplatte oder Folie, gebunden ist. Das ermoglicht 
eine Entschlusselung komplexer Markierungscodes oder einer 
Vielzahl von Codes in einem einzigen Verf ahrensschri tt . 

Die Hybridisierung eines Identif izierungssequenzabschni tts 
0 mit einem komplementaren Nachweissequenzabschni tt kann mit- 
tels Fluoressenz nachgewiesen werden. Die vorgeschlagene 
Identif izierung ist besonders einfach erkennbar. 

Nach einer weiteren Ausges taltung ist vorgesehen, da£ minde- 
5 stens zwei Nukleinsauresequenzen als Markierung der Substanz 
zugefugt werden. Dadurch kann mit einer geringen Anzahl un- 
terschiedlicher Identif izierungssequenzabschnitte ein komple- 
xer Code bereitgestellt werden. 

0 Die Nukleinsauresequenzen und/oder die weiteren Nukleinsaure- 
sequenzen werden vorzugsweise synthetisch hergestellt. 

Anstatt der Nukleinsauresequenzen bzw. der weiteren Nuklein- 
sauresequenzen konnen auch Chimare aus Nukleinsauren und Nu- 
5 kleinsaureanaloga , wie PTO oder PNA, verwendet werden. Solche 
Chimare weisen eine erhohte Stabilitat gegenuber einem enzy- 
mathischen Abbau auf. 

Nachfolgend werden anhand der Zeichnung Ausf \ihrungsbeispiele 
0 der Erfindung naher erlautert . Es zeigen: 

Fig. 1 a - e die Amplif ikation einer ersten Nukleinsaurese- 
quenz , 
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Fig. 2 a - e die Amplif ikation zweier zweiter Nukleinsaure- 
sequenz en, 

5 Fig. 3 a - d die Identif ikation einer ersten Nukleinsaure- 
sequenz mittels "molecular beacons", 

Fig. 4 die Markierung eines Identif izierungssequenz- 

abschnitts, 
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Fig. 5 a mit fluorphoren Gruppen markierte Nukleinsau- 

resequenzen, 



Fig. 5 b,;c einen Detektor mit den weiteren Nukleinsaure- 
15 sequenzen, 

Fig. 6 a - d die Selektion und Identi f izierung dritter Nu- 
kleinsauresequenz en, 

20 Fig. 7 a - f die Herstellung eines komplexen Codes, 

Fig. 8 a - d die Herstellung von Markierungs-Partikeln, 

Fig. 9 a - d die Markierung von Molekulen mit Markierungs- 
25 Partikeln gema£ Fig. 8 und 

Fig. 10 die Selektion und Identif izierung von mit Mar- 

kierungs-Partikeln markierten Substanzen. 

30 In den Fig. 1 a - e ist eine erste Nukleinsauresequenz N(I)1 
und deren Amplif ikation schematisch dargestellt. Die erste 
Nukleinsauresequenz N(I)1 weist an ihrem 3 1 -Ende einen ersten 
Primerbindungssequenzabschnitt PBS1 und an ihrem 5 ' -Ende ei- 
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nen zu einem zweiten (hier nicht gezeigten) Primerbindungsse- 
quenzabschnitt PBS2 komplementaren zweiten Primerbindungsse- 
quenzabschni tt PBS 1 2 auf. Zwischen dem ersten PBS1 und dem 
zweiten komplementaren Primerbindungssequenzabschni tt PBS ' 2 
5 befindet sich ein Identif izierungsequenzabschnitt IDS. 

Zur Amplif ikation wird die erste Nukleinsauresequenz N(I)1 
mit einem ersten Primer PI und einem zweiten Primer P2 in 
Kontakt gebracht . Der erste PI und der zweite Primer P2 hy- 
10 bridisieren mit dem dazu komplementaren ersten Primerbin- 
dungssequenzabschni tt PBS1 bzw. zweiten Primerbindungsse- 
quenzabschni tt PBS2 . Durch Polymerase werden der erste PI und 
der zweite Primer P2 verlangert; es wird ein zum Identif izie- 
rungs s equen zabs chni 1 1 IDS komplementarer Identif izierungsse- 
15 quenzabschnitt IDS' gebildet (Fig. lc). Der zweite Primer P2 
bindet dann an die komplementare Nukleinsauresequenz N'(I)1 
(Fig. Id). Durch die Polymerase wird nun eine doppelstrangige 
DNA gebildet, welche den Identif izierungssequenzabschnitt IDS 
enthalt (Fig. le) . 

20 

Bei dem in den Fig. 2 a - e gezeigten Ausf uhrungsbeispiel ist 
der Identif izierungssequenzabschnitt IDS zunachst nicht vor- 
handen. Eine zweite Nukleinsauresequenz N(II)1 weist an ihrem 
5 ' -Ende den ersten Primerbindungssequenzabschni tt PBS1 auf. 
25 Daran gebunden ist ein Teilabschnitt IDS-A des gemeinsamen 
Identif izierungsequenzabschni tts IDS. Eine weitere zweite Nu- 
kleinsauresequenz N(II)2 weist an ihrem 3 ' -Ende den zweiten 
Primerbindungssequenzabschnitt PBS2 auf. Daran ist ein zwei- 
ter Teilabschnitt IDS-B des Identif ikationssequenzabschni tts 
3 0 IDS gebunden. Der erste Teilabschnitt IDS-A und der zweite 
Teilabschnitt IDS-B sind abschni ttsweise komplemtar zueinan- 
der . 
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Die Amplif ikation ist in den Fig. 2b - e gezeigt. Der erste 
Primer PI und der zweite Priiner P2 binden an die dazu jeweils 
komplementaren Primersequenzabschnitte PBS1 bzw. PBS2 . Durch 
Polymerase werden die komplementaren Sequenzen des ersten 
IDS-A und 'des zweiten Teilabschnitts IDS-B synthetisiert 
(Fig. 2c) . Diese Syntheseprodukte konnen in weiteren Zyklen 
mit ihren 3 * -Enden hybridisieren (Fig. 2d) und verlangert wer- 
den (Fig. 2e) . Es entsteht als Produkt eine Nukleinsaurese- 
quenz , welche den volls tandigen Identif izierungssequenzab- 
schnitt IDS aufweist. 

Bei dieser Verf ahrensvar iante konnen vorteilhaf terweise im 
Bereich des ersten PBS1 und zweiten Primerbindungssequenzab- 
schnitts PBS2 Nukleinsaure-Analoga, wie z.B. PNA oder PTO, 
verwendet werden. Solche Nukleinsaure-Analoga weisen eine er- 
hdhte Stabilitat gegenuber einem enzymatischen -Abbau auf . Zur 
weiteren Erhohung der Stabilitat kann auch das 5 * -Ende der 
Nukleinsauresequenz mit einem Stoff gekoppelt werden, der ei- 
nen 5 * - Ex onukl ease- Abbau verhindert. Als Stoff e eignen sich 
dazu z.B. PNA oder PTO . 

Die Primerbindungssequenzabschnitte PBS1, PBS2 sind vorteil- 
haf terweise so gewahlt, da£ die Amplif ikationsreaktion in ei- 
nem engen Tempera turbereich durchgefiihrt werden kann. Dazu 
werden die Primerbindungssequenzabschni tte PBS1 bzw. PBS2 so 
gewahlt, daS sich ihre Schmelzpunkte um hochstens 5° Celsius 
voneinander unterscheiden . Um die Spezifitat der Identifizie- 
rungsreaktion zu erhohen ist es vorteilhaft, da£ der Schmelz- 
punkt der Primerbindungssequenzabschni tte PBS1 bzw. PBS2 bei 
einer Bildung von nicht vollstandig komplementaren Hybriden 
um mehr als 5° Celsius unterhalb des niedrigsten Schmelz- 
punkts eines vollstandig komplementaren Hybrids liegt. Da- 



07-39074lme PA.doc 



/ 



10 

durch wird die Bildung unspezif ischer Hybride wahrend der Am- 
plifizierung unmoglich gemacht « 



Zur Identif izierung der Markierung wird der Identif izierungs- 
5 sequenzabschnitt IDS mit einem dazu vollstandig komplementa- 
ren Nachweissequenzabschnitt hybridisiert . Urn die Spezifitat 
der Identif izierungsreaktion zu erhohen ist vorgesehen, da£ 
samtliche Identif izierungssequenzabschnitte IDS mit den dazu 
komplementaren Nachweissequenzabschni tten IDP erste Schmelz- 
10 punkte aufweisen, die sich vorzugsweise urn nicht mehr als 5° 
Celsius voneinander unterscheiden . Zur weiteren Erhohung der 
Spezifitat ist vorgesehen, da£ jeder Schmelzpunkt eines nicht 
vollstandigen Hybrids mit einem Identif izierungssequenzab- 
schnitt IDS mehr als 5° Celsius unterhalb des niedrigsten 
15 Schmelzpunkts vollstandig komplementarer Hybride liegt. 

Zur weiteren Vereinf achung der Verf ahrensf iihrung ist auSerdem 
vorgesehen, da£ die Schmelzpunkte der Primerbindungssequenz- 
abschnitte PBS1, PBS2 und der Identif izierungssequenzab- 
20 schnitte IDS im wesentlichen gleich sind. 

Nach einer weiteren Verf ahrensvariante wird eine erste Nu- 
kleinsauresequenz N(I)1 in einer Amplif izierungsreaktion ver- 
vielfaltigt (Fig. 3a und b) . Im Reaktionsansatz befinden sich 
25 aufeerdem molecular beacons, die zu den Identif izierungsse- 
quenzabschnitten komplementare Nachweissequenzabschnitte 
IDPl-n aufweisen. Die molecular beacons MB sind in Form einer 
Haarnadelschleif e ausgebildet. Im Bereich der Enden der mole- 
cular beacons befinden sich eine fluorophore Gruppe Fll, F12, 
30 F13 sowie in gegenuberliegender Anordnung ein Quencher Ql, 
Q2, Q3. 
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Sobald eine ausreichende Anzahl erster Nukleinsauresequenzen 
N(l)l-n durch Amplif ikation Jie^ffestell t^o^Aen^st, koinrat.es 
zur spazif i^otoen"-Hyi>ri'disierung des ..Identif izierungssequenz- 
abschnittes ' TDSl^n • mit dem dazu komplemenfcaren ^Nachweisse- 
5 qmenzabsehnitt - IDPl^n. • >fiabei • -wird vdie wAuxnliche Beziehung 
zwischen dem Quencher Ql, Q2 , Q3 und der fluorophoren Gruppe 
Fll, F12, F13 aufgehoben. Eine spezifische Fluoreszenz ist 
beobachtbar (Fig. 3d). 

10 Durch die Verwendung verschiedener Fluorophore Fll, F12, F13 
in den molecular beacons MB ist eine Unterscheidung von ver- 
schiedenen Identif izierungssequenzabschnitten IDSl-n moglich. 

Bei der in' Fig. 4a - c, geaeigten Verf ahrensvariante wird die 
1 5 Ampli f ikation mi t einem ..ersten Primer '•• Pl^durSftgef uhrt , der 
mit ein*er v fluorophoren Gruppe Eir^markiert Ist.^Bei der Ver- 
wendung- von Nukleinsauresequnezen- mit identischem Identif ika- 
tionssequnenzabschnitt IDS kann eine Unterscheidung durch die 
Benutzung unterschiedlicher Primerbindungssequenzabschnitte 
20 erfolgen, die jeweils mit spezifischen fluorophoren Gruppen 
markiert sind. 

Zur Identif ikation des Identif ikationssequenzabschnitts IDS 
wird die bei der Ampli f ikation mit der fluorophoren Gruppe 
25 Fll hergestellte Nukleinsauresequenz mit einer komplementaren 
Nachweisnukleotisequenz IDP in Kontakt gebracht, die an einem 
vorgegefoenen Ort einer festen Oberflache gebundenen ist. Die 
dann an 'dem vorgegebenen Ort auf tretende Fluoreszenz kann 
mittels eines herkommlichen Nachweisgerats erfa£t werden 
30 (siehe Fig. 5a - c) . 

Nach einer weiteren Verf ahrensvariante sind die Nukleinsaure- 
sequenzen Nl-n mit Kopplungsgruppen verbunden, die eine Bin- 
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dung an weitere Substanzen ermoglichen. Zu diesen Kopplungs- 
gruppen gehoren Biotin, Aminolinker, Thiolgruppen oder Hapte- 
ne, wie Digoxigenin. Mit diesen Kopplungsgruppen kann die Nu- 
kleinsauresequenz Nl-n an spezifisch zu markierende Molekiile 
5 gebunden und/ oder markiert werden. 

Es konnen mittels der allgemein mit KG bezeichneten Kopp- 
lungsgruppen unterschiedliche Antikorper mit der erfindungs- 
gema£en Nukleinsauresequenz Nl-n eindeutig markiert werden. 
0 Die Bindung kann liber ein ProteinA/Streptavidin- 
Fusionsprotein vermittelt werden. Dieses Protein bindet die 
konstante Region von Antikorpern und vermittelt eine Affini- 
tat zu Biotin. Biotinylierte Nukleinsauresequenzen binden an 
solche Antikorper. Damit ist eine Selektion moglich. In den 
5 Fig. 6 a - d ist eine solche Selektion gezeigt. Antikorper A, 
B, C, D und Z sind mit den Nukleinsauresequenzen Nl , N2 , N4, 
N49 und Nn markiert. Die Antikorper A, B, C, D und Z werden 
mit einer Matrix in Kontakt gebracht, auf der verschiedene 
Antigene A', C, X', D ' und Y' fixiert sind. Die Antikorper 
0 A, C, D, deren Antigen A 1 , C und D'auf der Matrix fixiert 
ist, werden spezifisch gebunden (Fig. 6b). Nach dem Entfernen 
der nicht an die Matrix gebundenen Antikorper B, Z durch Wa- 
schen konnen die Nukleinsauresequenzen Nl , N4 und N49 mit 
markierten Primern amplifiziert werden (Fig. 6c bzw. Fig. 
5 5a) . Die amplif izierten Nukleinsauresequenzen Nl, N4 , N49 
werden mit einer Detektor-Oberf lache in Kontakt gebracht, auf 
der die die Nachweissequenzabschni tte IDP enthaltenden weite- 
ren Nukleinsauresequenzen Nl-n gebunden sind. Dabei nimmt je- 
de weitere Nukleinsauresequenz N'l-n eine bestimmte vorgege- 
0 bene Position auf der Detektor-Oberf lache ein (siehe Fig. 
6d) . 
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In Fig. 7a - f ist in Form eines Fluftdiagramms die Herstellung 
und Identif izierung eines komplexen Codes gezeigt , Es werden 
50 vea?schiedene Nukleinsauresequenzen benutzt. Die 50 Nu- 
kleinsauresequenzen werden in 5 Gruppen zu je 10 Nukleinsau- 
resequenzen unterteilt (Fig. 7b) . Jeder Nukleinsauresequenz 
einer Gruppe wird eine Ziffer von 0 bis 9 zugeordnet (Fig. 
7c) . Jeder Gruppe von Nukleinsauresequenzen wird eine Stelle 
einer 5 stelligen • Zahl zugeordnet (Fig. 7d) . 

Zur Herstellung des Codes wird jeder Gruppe der 5 Gruppen ge- 
nau eine Nukleinsauresequenz entnoramen und diese zur Markie- 
rung verwendet (Fig. 7e) . Jede Mischung aus den entnommenen 5 
Nukleinsauresequenzen definiert somit eine -Zahl zwischen 0 
und 99999. Die Identif ikation des Zahlenwerts erfolgt duch 
die Identif ikation der 5" Nukleinsauresequenz en (Fig. 7f ) . 

Nach einer weiteren Ausf uhrungsvariante des Verfahrens konnen 
die Nukleinsauresequenzen Nl-n an Partikel P gebunden werden. 
Die Bindung erfolgt vorzugsweise uber aktivierte oder akti- 
vierbare Gruppen. Zu diesen Gruppen gehoren Biotin, Aminolin- 
ker, Thiolgruppen oder Haptene, wie Digoxigenin. Als Partikel 
P konnen Polystryrol- , Silica-, Polyvinylchlorid- , Polyethy- 
len-, Nylon oder Glasmilch-Partikel verwendet werden. Auch 
aus Virushullen oder virus-like-particles bestehende Partikel 
konnen Verwendung finden. Die Partikel P konnen auch aus 
Stoffen hergestellt sein, die DNA komplexieren , wie z.B. Po- 
lylysin oder DNA-bindende Proteine. 

Die Partikel P konnen mit mehreren Nukleinsauresequenzen Nl-n 
markiert sein. Ein Partikel P kann somit einen Zahlencode 
nach dem vorgenannten Beispiel tragen. In den Fig. 8a-d ist 
die Herstellung eines markierten Partikels P beispielhaft 
dargestellt. Die Nukleinsauresequenz Nl-n tragt an ihrem ei- 
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nen Ende eine Biotingruppe (Fig. 8a) . Verschiedene solcher 
biotinyliarten Nukleinsauresequenzen werden im gleichen mola- 
ren Verhaltnis gelost (Fig. 8b) . Zur Losung wird eine vorge- 
gebene Menge an Partikeln P gegeben, die beispielsweise mit 
5 Streptavidin beschichtet sind (Fig. 8c) . Es bildet sich zwi- 
schen Biotin und Streptavidin eine Bindung. Die Nukleinsaure- 
sequenzen Nl-n werden so auf dem Partikel P gebunden (Fig. 
8d) . Es konnen auf dem Partikel P selbstverstandlich mehrere 
Nukleinsauresequenzen Nl~n des gleichen Typs gebunden sein. 
10 Das erhoht die Rea :tionssicherheit bei der Amplif ikation . 

Die Partikel P besitzen vorzugsweise eine Gr6£e von 1 jam bis 
100 ixm. Sie konnen f luoreszierend oder durch eine Bindungsre- 
aktion mit anderen Stoffen f luoreszenzmarkiert sein. Durch 
15 ihre Gr6£e und fluoreszente Eigenschaft konnen die Partikel P 
mittels eines Partikel-Sortierers sortiert und isoliert wer- 
den. Das ermoglicht die Identif izierung von Numerierungen 
einzelner Partikel P, die Teil einer Mischung mehrerer Parti- 
kel P sind. 

20 

Nach einer weiteren Ausgestaltung der Erfindung konnen auch 
die Partikel P Kopplungsgruppen KG aufweisen, die zur Bindung 
an die zu markierende Substanz geeignet ist (Fig. 9a) , Zu 
diesen Gruppen gehoren Biotin-, Aminol inker-oder Thiolgruop- 
25 pen. Sie konnen beispielsweise am Ende der Nukleinsaurese- 
quenz Nl-n angebracht sein. Die Kopplungsgruppen KG werden an 
den Partikel vorzugsweise uber Spacermolekule L gebunden 
(Fig. 9b) . 

30 Fig. 9c zeigt ein, Partikel P mit freien Kopplungsgruppen KG. 
Fig. 9d zeigt ein Partikel P, bei dem Substanz S an die Kopp- 
lungsgruppen KG gebunden ist. 
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Die Substanz Sl-n kann beispielsweise mit einem potentiellen 
Rezeptor R umgesetzt warden (Fig. . 10 a) ..^Der^Rezeptor R kann 
mit' eia'em f luorophor en Mol eku 1 mar k ier t -sein (Fig. 10b) . Par- 
tikel • P, — die^v»einen ..Liganden • xies Rezeptors R tragen, werden 
vom Rezeptor R. gebunden .^Die *den uRezepfcor R <;,ai*f we i s enden Par- 
tikel P konnen aufgrund ihrer Gro&e und Fluoreszenz mittels 
eines Fluoreszenz-aktivierten Partikel-Sortierers von Parti- 
keln P getrennt werden, die keinen Rezeptor R gebunden haben 
(Fig. 10c). Die Identif izierung der gebunden Substanz kann 
anhand des Identif ikationssequenzabschni tts IDS der Nuklein- 
sauresequenz Nl-n erfolgen. 
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Nl-n Nukleinsauresequenz 

N ' 1_n weitere Nukleinsauresequenz 

IDSl-n Identif izierungssequenzabschni tt 

IDPl-n Nachweissequenzabschnitt 
IDS-A, IDS-B Teilabschnitt 

PBS1 erster Primerbindungssequenzabschnit 

PBS2 zweiter Primerbindungssequenzabschni 

KG , A , B , C , D , Z Kopplungsgruppen 

L Spacermolekul 

S Substanz 

R Rezeptor 

F11 fluorophore Gruppe 

P Partikel 
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Patentansprtiche 

1. Verfahren zur Markierung und Identif izierung von festen, 
f lussigen und gasfdrmigen Substanzen (Sl-n) / 

5 

wobei zur Markierung aus einer ersten Gruppe vorgegebener je- 
weils einen Identif izierungssequenzabschnitt (IDSl-n) aufwei- 
senden Nukleinsauresequenzen (Nl-n) mindestens eine ausge- 
wahlt und zur Substanz (Sl-n) hinzugefugt wird, 

10 

wobei zur Identif izierung eine zweite Gruppe weiterer Nu- 
kleinsauresequenzen (N'l-n) vorgesehen ist, die jeweils einen 
zu einem der Identif izierungssequenzabschni tte (IDSl-n) kom- 
plementaren Nachweissequenzabschni tt (IDPl-n) aufweisen, 
15 

wobei erste Schmelzpunkte von aus den Identif izierungsse- 
quenzabschni tten (IDSl-n) mit den dazu komplementaren Nach- 
weissequenzabschni tten (IDPl-n) gebildeten Hybridan sich urn 
hochstens 5°C voneinander unterscheiden und 

20 

zweite Schmelzpunkte von aus den Identi fizierungssequenzab- 
schnitten (IDSl-n) und Nachweissequenzabschnitten (IDPl-n) 
gebildeten nicht vollstandig komplementaren Hybriden urn mehr 
als 5°C niedriger sind als der niedrigste der ersten Schmelz- 
punkte und 

wobei zur Identif izierung die aus der ersten Gruppe ausge- 
wahlte/n Nukleinsauresequenz /en (Nl-n) mit den weiteren Nu- 
kleinsauresequenzen (N'l-n) der zweiten Gruppe unter vorgege- 
3 0 benen Hybridisierungsbedingungen in Kontakt gebracht und die 
Hybridisierung nachgewiesen werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei der Identi f izierungsse- 
quenzabschni tt (IDSl-n) zwischen zwei Primerbindungsequenzab- 

35 schnitten (PBS1, PBS2) sich befindet. 
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3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei jeweils zwei Nu- 
kleinsauresequenzen (Nl-n) einen Teilabschnitt (IDS-A, IDS-B) 
eines gemeinsamen Identif izierungssequenzabschnitts (IDSl-n) 

5 an ihrem 5 ' -Ende aufweisen und an den Teilabschnitt (IDS-A, 
IDS-B) ein Primerbindungssequenzabschni tt gebunden ist. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, wobei die Teilabschni tte 
(IDS-A, IDS-B) teilweise komplementar zueinander sind. 

10 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
die Primerbindungssequenzabschnitte (PBS1, PBS2 ) den gleichen 
Schmelzpunkt aufweisen . 

15 6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
die Nukleinsauresequenzen (Nl-n) , vorzugsweise mittels PCR 
und unter Verwendung f luoreszierender Primer, amplifiziert 
werden. 

2 0 7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
die Nukleinsauresequenzen (Nl-n) an mindestens einem Ende mit 
einem Stoff verbunden sind, welcher einem durch Exonuklease 
bedingten Abbau entgegenwirkt . 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
die Nukleinsauresequenz (Nl-n) mit einer Kopplungsgruppe (A, 
B, C, D - Z) versehen ist. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
30 die Kopplungsgruppe (A, B, C, D - Z) aus der folgenden Gruppe 

ausgewahlt ist: Biotin-, Amino-, Thiol-Gruppe oder Hapten. 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
an die Nukleinsauresequenz (Nl-n) ein eine fluorophore Gruppe 

3 5 (Fll-n) tragendes Molekul gebunden ist. 
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11 . Verfahren nach^einem:^€r,<v0r^e^eheri<l€n,, Anspruche , wobei 
die Kopplungsgruppe (A, B, C, D, - Z) mit-. einer. ..fluorophoren 
Gruppe '^markiert ist . 

12. Ver f ahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die Nukleinsauresequenzen (Nl-n) an die Substanz (Sl-n) ge~ 
bunden und als Substanz (Sl-n) einer der folgenden Stoffe 
verwendet wird: Antikorper, Lektine, Rezptoren, Nukleotid- 
Sequenzen, PNA-Sequenzen, Peptide, Proteine, Zucker, Ligan- 
den . 

13 . Verf ahren nach einem, der 'vorhe^geheniem^pruche , wobei 
die Nukleinsauresequenzen (Nl^n) an Part&'ikjel <,(P) gebunden 
oder darin eingeschlossen. sind . 

14. Verf ahren nach einem--der vorhergehenden^ Anspruche, wobei 
die Partikel (P) eine Grofee von 30 nm bis 3 mm . aufweisen . 

15. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die Partikel (P) Silica-, Polystyrol-, Polyvinylchlorid- , Po- 
lyethylen, Nylon- oder Glasmilch-Partikel sind. 

16. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
das Partikel (P) ein virales Kapsid oder ein virus-like- 
particle ist. 

17. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
jede der weiteren Nukleinsauresequenzen (N'l-n) an einem vor- 
gegebenen Ort einer festen Oberflache, vorzugsweise auf einem 
Chip, einer Mikroti terplatte oder Folie, gebunden ist. 

t 

13. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die Hybridisierung eines Identif izierungssequenzabschnitts 
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(IDSl-n) mit einem komplementaren Nachweissequenzabschnitt 
(IDPl-n) mittels Fluoreszenz nachgewiesen wird. 

19. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprliche, wobei 
5 mindestens zwei Nukleinsauresequenzen (Nl-n) als Markierung 

der Substanz (Sl-n) zugefugt werden. 

20. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die Nukleinsauresequenzen (Nl-n) und/oder die weiteren Nu- 

10 kleinsauresequenzen (N'l-n) synthetisch hergestellt werden. 

21. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
anstatt der Nukleinsauresequenzen bzw. der weiteren Nuklein- 
sauresequenzen Chimare aus Nukleinsauren und Nukleinsaureana- 

15 loga, wie PTO oder PNA, verwendet werden. 
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Zusammenf as sung 

Die 'Erf indimg- bet riff ein Verfahren .zur Markierung und Iden- 
tifizierung von fasten, f liissigen und gasftfrmigen Substanzen 
5 (Sl-n), 

wobei zur Markierung aus einer ersten Gruppe vorgegebener je- 
weils einen Identif izierungssequenzabschni tt (IDSl-n) aufwei- 
senden Nukleinsauresequenzen (Nl-n) mindestens eine ausge- 
0 wahlt und zur Substanz (Sl-n) hinzugefugt wird, 

wobei zur Identif izierung eine zweite Gruppe weitere Nuklein- 
sauresequenzen (N'l-n) vorgesehen 4s t, die -j<@weils einen zu 
einem der Identif izierungssequenzabschnitte (;IDSl-n) komple- 
5 mentaren >Nachweissequenzabschnitt (IDPl-n) aufweisen, 

wobei erste Schmelzpunkte von • aus den Identi f i zierungsse- 
quenzabschnitten (IDSl-n) mit dem dazu komplementaren Nach- 
weissequenzabschnitten (IDPl-n) gebildeten Hybriden sich urn 
0 hochstens 5° Celsius voneinander unterscheiden und 

zweite Schmelzpunkte von aus den Identif izierungssequenzab- 
schnitten (IDSl-n) und Ncichweissequenzabschni tten (IDPl-n) 
gebildeten nicht vollstandig komplementaren Hybriden urn mehr 
5 als 5° Celsius niedriger sind als der niedrigste der ersten 
Schmelzpunkte und 

wobei zur Identif izierung die aus der ersten Gruppe ausge- 
wahlten/n Nukleinsauresequenz/en (Nl-n) mit jden ■ wei teren Nu- 
0 kleinsauresequenzen (N'l-n) der zweiten Gruppe unter vorgege- 
benen Hybridisierungsbedingungen in Kontakt gebracht und die 
Hybridisierung nachgewiesen wird. 
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50 Markierungsstoffe 

Aufteilung in 5 Gruppen zu 
je 10 Markierungsstoffen 

Zuordnung einer Ziffer von 0 bis 9 
zu jedem Markierungsstoff 
einer 5 Gruppen 

Zuordnung von Einer, Zehner, 

Hunderter, Tausender und Zehntausender 

zu jeweils einer der funf Gruppen 

Auswahl je eines Markierungsstoff 
aus jeder der funf Gruppen zur 
Kodierung einer funfstelligen Zahl 

Entschlusselung der kodierten Zahl 
durch Identifizierung der funf 
Markierungsstoffe 
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